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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
BAP             6-benzilaminopurin      
CAT             kloramfenikol acetiltransferaza (ang. chloramphenicol acetyltransferase) 
CBD             kanabidiol 
DICA          dikloroizocianurna kislina 
hptII              higromicin fosfotransferaza (ang. hygromycin B phosphotransferase) 
KIN              kinetin 
MS               gojišče po Murashige in Skoog (Murashige in Skoog, 1962) 
NAA            1-naftalen ocetna kislina 
nptII             neomicin fosfotransferaza (ang. neomycin phosphotransferase) 
PCR          verižna reakcija s polimerazo (ang. polimerase chain reaction) 
PMI             fosfomanozna izomeraza (ang. phosphomannose isomerase) 
T-DNA        ang. transfer DNA 
TDZ             tidiazuron 
THC             tetrahidrokanabinol 
Ti-DNA       ang. tumor inducing DNA 
ZT                zeatin 
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1 UVOD 
1.1 POVOD ZA DELO 
Navadna konoplja (Cannabis sativa L.) velja za eno izmed najstarejših kulturnih rastlin. 
Nekateri viri navajajo, da so jo poznali in uporabljali že v kameni dobi in sicer z namenom 
uporabe v zdravilstvu (Robinson, 2000). Zaradi svojih izredno močnih vlaken in  hitre rasti 
je bila že zelo zgodaj prepoznana kot uporabna rastlina (Medved, 2012). Najstarejši zapis o 
konoplji na slovenskem najdemo v jurklošterski kartuziji iz 13. februarja 1589 (Konopko, 
2020). Konopljo uporabljamo v gradbeni, farmacevtski, živilski, papirni, tekstilni, 
kozmetični in celo v avtomobilski industriji. Iz tega izhaja dejstvo, da danes gojimo precej 
morfološko različnih tipov vrste navadne konoplje (C. sativa). Konopljo v splošnem delimo 
na medicinsko in industrijsko konopljo. Industrijsko uporabljamo pri proizvodnji vlaken, 
biomase in semen. Medicinsko konopljo pa uporabljamo za proizvodnjo cvetov, ki so bogati 
s kanabinoidi. 
 
Vegetativno razmnoževanje rastlin je običajna praksa, ko želimo  genetsko identične 
potomce, katere razmnožujemo iz organov ali somatskih tkiv v gozdarstvu ali vrtnarstvu. To 
nam omogoča ohranjanje specifičnih izbranih genotipov oz sort. Najbolj običajna metoda 
katero poznamo so potaknjenci ali  metoda cepljenja. Za nekatere vrste so te metode zelo 
neučinkovite in počasne. Po odkritju totipotentnosti rastlin se je začela velika uporaba 
različnih somatskih celic z namenom vegetativnega razmnoževanja. V našem poskusu smo 
izkoriščali prav totipotentnost hipokotilov z namenom, da iz enega semena lahko na gojišču 
dobimo več rastlin z enakim genotipom tudi po uspešni genski transformaciji.  
 
Leta 1907 so odkrili, da infekcija ranjenih oz. poškodovanih dvokaličnic s talno fitopatogeno 
bakterijo Agrobacterium tumefaciens povzroči rakaste tvorbe na rastlinah. Rakastve tvorbe 
nastajajo kot posledice tvorbe opinov, ki jihj bakterija izkorišča za vir dušika in ogljika, ki 
sta ključnega pomena za njeno rast. Okužene celice se začnejo nekontrolirano deliti, saj 
bakterija A. tumefaciens v rastlinski genom vključi T-DNA, ki je del Ti-plazmida. Takšen 
način prenosa DNA iz bakterije v rastlino je poznano pri bakterijah Agrobacterium 
rhizogenes in A. tumefaciens (Murovec in Luthar, 2018). 
 
T-DNA, ki se vgradi v rastlinski genom vsebuje gene, ki povzročajo sintezo opinov in 
onkogene (onc), ki povzročajo tvorbo rakastih celic. Posledica delovanja onkogenov je 
tvorba hormonov avksinov in citokininov, ki povzročajo intenzivno delitev celic in s tem 
nastanek rakastih tvorb oz. tumorjev na rastlinah. Geni, ki so zadolženi za sintezo opinov 
spremenijo metabolizem rastline tako, da  posledično tvori večjo količino le-teh. Opini so 
fosforilirani sladkorni derivati ali kondenzati sladkorja in aminokislin.  
 
35 vir genov, ki kodirajo virulenco, je potrebnih za prenos  T-DNA v rastlinsko celico in 
njeno vgradnjo v rastlinski genom. Ti se nahajajo v vir regiji na Ti-plazmidu. Poznamo tudi 
kromosomske virulentne gene (Chv geni), ki se nahajajo na bakterijskem kromosomu, 
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medtem ko so geni vir regije ključni za dejanski prenos T-DNA iz bakterije v rastlino. Vsi 
geni za virulenco so organizirani v 7 operonov (Murovec in Luthar, 2018). 
1.2 CILJI RAZISKOVANJA 
Cilji magistrskega dela so bili vzpostavitev metode: transformacije navadne konoplje C. 
sativa z bakterijo A. tumefaciens ter selekcijskim hptII genom za odpornost na antibiotik 
higromicin in reporterskim ZsGreen genom ter regeneracije transformiranih celic in 
diferenciacije tkiva v celotno rastlino. 
1.3 DELOVNE HIPOTEZE 
Predvidevali smo, da bomo lahko z adventivno regeneracijo hipokotilov C. sativa, binarnega 
plazmida pCAMBIA1302-ZsGreen, bakterije Agrobacterium tumefaciens vzgojili odrasle 
transformirane rastline C. sativa z vnesenima genoma hptII in ZsGreen. Vnešeni reporterski 
gen se bo v genetsko spremenjenih rastlinah izražal, kar bomo lahko potrdili oz. preverili 
pod epifluorescentno lupo zaradi fluoresciranja proteina ZsGreen. Prisotnost T-DNA v 
rastlinah bomo lahko preverili tudi z verižno reakcijo s polimerazo (PCR). 
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2 PREGLED DOSEDANJIH OBJAV 
2.1 GENSKE TRANSFORMACIJE RASTLIN 
Uporaba postopkov, ki vključujejo genske transformacije nam omogočajo, da izkoriščamo 
nove možnosti in pristope, kar nam dopušča, da genom modificiramo skoraj brez omejitev. 
Z metodami, ki jih poznamo danes v genskem inžiniringu lahko v rastlinski genom vnašamo 
zaporedja DNA tudi iz drugih vrst rastlin, celo živali, gliv in bakterij, če dodamo 
promotorsko sekvenco strukturnemu genu, katero lahko prepozna rastlinski transkripcijski 
mehanizem. To predstavlja bistveno razliko v primerjavi s klasičnimi metodami, pri katerih 
dosežemo gensko raznolikost zgolj s križanjem in z izborom različnih genotipov znotraj iste 
vrste (Griffiths in sod., 2008). Genski inžiniring je v primerjavi s tradicionalnim 
žlahtnjenjem mnogo bolj natančen, saj ponavadi vnašamo kratka genomska nukleotidna 
zaporedja. To nam omogočajo procesi v rastlinskih celicah kot so adventivna regeneracija 
in biotehnološke metode, gojenje peloda, somatskih celic in protoplastov, ki so pripomogli 
k razvoju zelo različnih orodij za gensko manipulacijo. K razvoju je pri mnogih rastlinskih 
vrstah tudi znatno pripomoglo poznavanje celotnega rastlinskega genoma, njegovo izražanje 
in organizacija (Žel, 1996). 
 
Za vnos genov v rastlino lahko uporabljamo različne metode. Najbolj pogosto uporabljena 
metoda je metoda posrednega vnosa genov z uporabo bakterije A. tumefaciens. Bakterija A. 
tumefaciens je znana kot rastlinski patogen ran (Tzfira in Citovsky, 2008). Prvi poskus 
uporabe bakterije v znanstvene namene je bil narejen na tobaku (Barton in sod., 1983). Med 
prvimi uspešnimi genskimi transformacijami rastlin s to bakterijo so bile rastline, ki so tudi 
naravni gostitelj bakterije A. tumefaciens. Za te rastlinske vrste je predhodno tudi obstajala 
metoda adventivne regeneracije v in vitro kulturah (Banta in Montenegro, 2008). Prvotne 
raziskave so dokazovale, da bakterija vnese samo del svoje DNA (T-DNA) v genom 
gostiteljske rastline. Večji del molekulskih enot, ki omogočajo prenos T-DNA,  se nahajajo 
na Ti-plazmidu (tumor-inducirajoči) (Hellens in sod., 2000). Ta značilnost bakteriji 
omogoča kasnejši razvoj. Bakterija predstavlja vektor pri rastlinskih transformacijah. Vir 
regijo sestavlja skupina genov, kateri določajo virulenčne regulatorje in proteine. Skupaj s 
T-DNA tvorita glavni komponenti, ki sta povezani s prenosom genov v rastlinski genom. To 
spoznanje nam omogoča izdelavo najmodernejših  Ti-plazmidov, ki se imenujejo binarni 
vektorski sistemi (Lee in Gelvin, 2008). Na »razoroženem« Ti plazmidu se nahajajo vir geni. 
Geni, ki jih želimo prenesti v gostiteljsko rastlino, pa se nahajajo v T-DNA, na drugem t.i. 
binarnem plazmidu, ki je manjši od Ti plazmida. V T-DNA regijo lahko vključimo zelo 
različne tipe genov ali skupine genov. Najpogosteje uporabljeni so specifični reporterski 
geni. Ti nam pomagajo vizualizirati uspešno transformacijo. Zelo pogosto vključujemo tudi 
gene za odpornost na antibiotike, kateri preprečuje rast celicam v kulturi, ki se niso uspešno 
transformirale. Da do izražanja transformiranih genov sploh pride, nam omogočajo 
promotorji, kot naprimer konstitutivni promotor mozaičnega virusa pri cvetači, ki omogoča, 
da se transgen izraža v vseh tkivih rastline (Žel, 1996). 
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2.2 BIOTEHNOLOŠKE METODE 
Andre in sod. (2016) navajajo različne metode za ramnoževanje konoplje v in vitro 
razmerah. To poteka tako, da se stimulira aksilarne brste, ki se nahajajo na nodalnih 
segmentih. Lata s sod. (2009b) in Wang s sod. (2009) navajajo, da lahko to naredimo tudi z 
indukcijo adventivnih poganjkov na rastnih vršičkih poganjkov.  
 
Med dosedaj uporabljene biotehnološke metode pri navadni konoplji sodijo: 
mikropropagacija (Wang in sod., 2009), genska transformacija, katera vključuje kulture 
koreninskih laskov in transformacijo kalusa (Wahby in sod. 2012). Med te metode sodijo še 
indukcija poliploidov (Bagheri in Mansouri, 2015), kapsulacija oziroma metoda umetnih 
semen (Lata in sod., 2009b) in pridobivanje kanabinoidov v heterolognih ekspresijskih 
sistemih (Zirpel in sod., 2015). V naši raziskavi smo se odločili za izbor metode 
transformacije rastlinskih izsečkov, ki nam posledično omogoča, da pride do genske 
transformacije.  
 
Ker Andre in sod. (2016) navajajo, da je konoplja zelo zahtevna rastlina za transformacijo, 
ker ima nizko stopnjo regeneracije (sortno, tkivno in starostno pogojena), smo se odločili, 
da bi bila prav zaradi teh lastnosti primerna za raziskavo genske transformacije preko kalusa. 
Znano je, da se po uspešni transformaciji celic navadne konoplje z bakterijo A. tumefaciens 
lahko zgodi, da nediferencirane celice ne regenerirajo poganjkov (Feeney in Punja, 2003).  
 
Uspeh genske transformacije je odvisen od uspešnosti adventivne regeneracije ali somatske 
embriogeneze ter od interakcije med bakterijo Agrobacterium in rastlinskim genotipom 
(Nakajima in sod., 2020). Kulture hitro razmožujočih se celic so v tem pogledu najboljši 
material za transformacijo (Komari, 1989).  
2.2.1 Genski inžiniring 
Da uspešno izvedemo genski inžiniring na določeni rastlini, je bistveno, da poznamo 
ustrezen postopek in vitro adventivne regeneracije poganjkov za vrsto, ki jo želimo 
transformirati. Med prvimi rastlinskimi vrstami, pri katerih se je uspešno opravila 
transformacija, so bile tiste, kjer so predhodno razvili uspešno metodo adventivne 
regeneracije. Tak primer je tobak (Nicotiana tabacum L.). Tobak je bila prva uspešno 
transformirana rastlina z bakterijo A. tumefaciens (Barton in sod., 1983). Gre tudi za rastlino 
za katero se je razvilo primerno gojišče za in vitro mikropropagacijo in adventivno 
regeneracijo že v letu 1962 (Murashige in Skoog, 1962). 
 
Za uspešen razvoj transformacijskih sistemov je ključnega pomena začetek uporabe bakterij 
A. rhizogenes in A. tumefaciens, ki kot vektorja posredno vnašata gene v genom rastlin z 
razoroženimi plazmidi. K uspešnemu razvoju teh sistemov je tudi pripomogel razvoj 
koncepta binarnih plazmidov, testnih genov, kot so GFP (zeleni fluorescentni protein), GUS 
(β-glukuronidaza), LUC (luciferaza), Zs Green, DsRed in razvoj promotorja CaMV 35S 
mozaičnega virusa cvetače. 
5 
Bordon A. Možnosti genske transformacije navadne konoplje ... bakterije Agrobacterium tumefaciens. 
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za agronomijo, 2020 
 
 
Lata in sod. (2009a) navajajo, da so uspešno regeneracijo dosegli s pravilno izbiro 
specifičnih regulatojev rasti. Dodan citokinin tidiazuron (TDZ) je pozitivno vplival na 
povečan razvoj poganjkov pri nodalnih izsečkih klona konoplje, ki ima visoko vsebnost 
THCA (delta-9-tetrahidrokanabinolna kislina) (Lata in sod, 2009a). Slusarkiewicz-Jarzina 
in sod. (2005) navajajo, da je tudi herbicid Dicamba® (3,6-dikloro-2-metoksibenzojska 
kislina) pozitivno vplival na regeneracijo poganjkov iz kalusa.  
2.2.2 Kulture koreninskih laskov 
V sistemu koreninskih laskov, ki so predhodno transformirani z bakterijo A. rhizogenes 
lahko za namene industrijske proizvodnje pridobimo komponente s farmakološkimi učinki. 
Zgoraj omenjen sistem so uporabljali pri proučevanju metabolizma rastlin (Wahby in sod., 
2012). Pri poskusu genske transformacije konoplje so uporabili bakteriji A. tumefaciens in 
A. rhizogenes. Ugotovili so, da se je na infekcijo bakterij najbolje odzvalo hipokotilno tkivo. 
Hipokotil je del stebla, ki se razvije pod kličnimi listi. Wahby s sod.  (2012) so raziskovali 
transforamcijo pri petih sortah konoplje: 'Futura 77', 'Delta 405' in 'Delta-llosa', ki so 
enodomne (monoecične) sorte gojene za vlakna. 'CAN 0221' in 'CAN 0111' sta dvodomni 
(diecični) sorti namenjeni za medicinsko uporabo. Za koreninske laske je bilo ugotovljeno, 
da gre za zelo dovzeten material, ki lahko tvori majhne tumorje iz ran. Rastline, katere so 
bile aseptično ranjene, so služile kot kontrola za tvorbo kalusa in niso tvorile koreninskih 
izrastkov. Ker je tobak visoko dovzeten za trasformacijo z bakterijo iz rodu Agrobacterium, 
so ga uporabili kot pozitivno kontrolo za tvorbo korenin. Vpliv gojišča na virulenco 
bakterijskih sevov je bil majhen (med 12 % in 20 % v primerjavi s kontrolo). Zadovoljive 
rezultate so dobili na enostavnem gojišču z 20 µM koncentracijo acetosiringona. Vsi sevi A. 
rhizogenes so v kratkem času uspešno inducirali tvorbo koreninskih laskov na rastlinah 
navadne konoplje. Frekvenca je nihala od 43 % pri AR10GUS do 98 % pri R1606. Dodatek 
GUS-I plazmida sevu AR10 ni opazno spremenil njegove virulence. Vse sorte konoplje so 
bile uspešno okužene in kvantitativna variabilnost pri njihovem odzivu na okužbo je bila 
zaznana. 'Delta 405' in 'CAN 0221' sta dosegli najvišjo frekvenco indukcije korenin, 
medtem, ko je sorta 'CAN 0111' dosegla najvišje število korenin. Sorta 'Futura77' je dosegla 
transformacijo korenin z boljšo rastjo (Wahby in sod., 2012). 
 
Koreninski laski iz vseh kombinacij A. rhizogenes - rastlina, so bili ensotavno gojeni v in 
vitro razmerah. V okviru raziskave je bilo vzpostavljenih več kot 20 aktivno rastočih 
koreninskih linij. Avtorji še navajajo, da virulenca seva ni vedno ključna za uspeh indukcije 
korenin, kot je to naprimer pri rdeči pesi (Beta vulgaris) (Wahby in sod., 2012).  
 
Wahby in sod. (2012) navajajo, da so za okužbo najbolj dovzetni hipokotili, medtem ko se 
kotiledoni in mladi listi ne odzivajo na okužbo, čeprav je bila bakterija podvržena stimulaciji 
z acetosiringonom. Na rastlinski vrsti Tylophora indica pa je bilo ugotovoljeno, da nodiji in 
internodiji na intaktnih poganjkih predstavljajo najboljša ciljna mesta za transformirano 
indukcijo korenin z bakterijo A. rhizogenes. Celična delitev v gostiteljskem ciljnem tkivu je 
potrebna za uspešno transformacijo z A. rhizogenes zato ne preseneča dejstvo, da so ranjena 
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mesta na rastlini, katera se najhitreje delijo (nodiji, interkalarni meristem in internodiji z 
lateralnim meristemom) pokazala višjo stopnjo transforamcije pri vrsti Tylophora indica 
(Chaudhuri in sod., 2005). 
2.2.3  Tkivne kulture - transformacija kalusa 
Feeney in Punja (2003) sta preučevala razmere za uspešno rast kalusa in kulturo celičnih 
suspenzij štirih sort ('Unikob', 'Kompolti', 'Anka' in 'Felina-34') industrijske konoplje z 
namenom regeneracije mladih rastlin preko somatske embriogeneze ali organogeneze. Želeli 
so vzpostaviti uspešen transformacijski sistem z A. tumefaciens z namenom vnosa 
selekcijskega gena za fosfomanozo izomerazo (PMI). Gen za PMI omogoča uspešno 
transformiranim celicam rast na selektivnemu gojišču, ki je sestavljen iz sladkornega 
monomera manoze, kot edinemu viru ogljika. Zato lahko edino uspešno transformirane 
celice z PMI genom preživijo na takem gojišču, medtem ko ostale celice propadejo. V 
raziskavi so za transformacijo uporabili sev EHA101 bakterije A. tumefaciens, ki je 
vsebovala binarni plazmid pNOV3635. Omenjeni binarni plazmid je vseboval kodirajočo 
regijo za PMI gen, katerega izražanje je bilo uravnavano s promotorjem Ubq3 pridobljenim 
iz navadnega repnjakovca (Arabidopsis thaliana).  
 
Uspešnost transformacije PMI gena so preverili s hibridizacijo po Southernu, PCR metodo 
in z metodo zakisanja okolja, katerega zakisajo transformirane celice. Klorofenol rdeče je 
barvilo, ki služi kot indikator, saj je občutljiv na spremembe pH. Ko kalus raste, s tem 
potrjuje izražanje PMI gena preko zakisanja okolja in spreminjanja barve iz rdeče do rumene 
barve. Vsi testirani kalusi, ki so izražali PMI gen in so hkrati spreminjali pH okolja, so bili 
preko PCR analize potrjeni nosilci PMI gena. Povprečna frekvenca uspešne transformacije 
je bila 31,23 ± 0,14 %.  
 
Kalus pridobljen iz različnih genotipov ima različno sposobnost organogeneze in rastlinske 
regeneracije (Wielgus in sod., 2008). Ugotovili so, da ima interakcija med testiranimi izsečki 
in sorto pomemben vpliv na učinkovitost rastlinske regeneracije. Raziskavo so opravili s 
sortami 'Beniko', 'Bialobrzeskie' in 'Silesia'. Izsečke kotiledonov, hipokotilov in korenin so 
postavili na gojišče, ki je vsebovalo rastne regulatorje (1 mg/l kinetina (KIN) in 0,05 α -
naftalen ocetne kislina (NAA) mg/l).  Gojili so jih v rastnih komorah na 16h fotoperiodi in 
temperaturi med 24 in 26 °C. Po treh tednih so jih prestavili na nova gojišča z rastnimi 
regulatorji (0,2 mg/l citokinin 6-benzilaminopurina (BAP) in 0,03 mg/l NAA. Wielgus in 
sod. (2008) navajajo, da se je kalus uspešno tvoril pri vseh tipih rastlinskih izsečkov iz vseh 
treh sort z isto učinkovitostjo, vendar so izsečki varirali po vsebnosti vode in barvi. Najvišja 
učinkovitost indukcije kalusa in regeneracijske frekvence je bila potrjena pri izsečkih 
kotiledonov. Kalus pridobljen iz koreninskih izsečkov ni bil sposoben morfogeneze in 
regeneracije. Zaključili so, da ima kalus pridobljen iz različnih genotipov različno 
sposobnost organogeneze in regeneracije. 
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2.2.4 Mikropropagacija 
Bohanec (1992) navaja, da je mikropropagacija osnovna metoda mnogih ostalih tehnik, 
katerih cilj je razmnoževanje in hkrati ohranjanje rastlin. Je osnovna tehnika tkivnih kultur. 
Razvoj mikropropagacijskih tehnik je nujen korak za genetske modifikacije (Wrobel in sod. 
2017). Dve glavni poti regeneracije sta pot adventivnih tkiv in pot apikalnih oz. stranskih 
vršičkov. 
 
Mikropropagacija nam omogoča hitro razmnoževanje rastlin in proizvodnjo v velikem 
merilu. Velika prednost mikropropagacije je možnost regeneracije elitnih klonov in 
ohranjanje pomembnih rastlinskih genotipov. Vzpostavitev učinkovite metode za 
regeneracijo je ključnega pomena za genetske transformacije (Wrobel in sod. 2017).  
 
V eni od raziskav so testirali vpliv hormonov na uspešnost koreninjenja in tvorbo poganjkov 
navadne konoplje. Preizkušali so hormone TDZ, BAP in KIN, ki spadajo v skupino 
citokininov. Njihova naloga je podaljševanje stebla in indukcija nastanka poganjkov. 
Ugotovili so, da se za razvoj stranskih poganjkov na nodijih najbolje izkaže hormon TDZ, 
ki v koncetraciji 0,2 mg/l zagotavlja optimalno indukcijo lateralnih poganjkov (Wang in 
sod., 2009). Na morfologijo vpliva tudi vrsta citokinina. Ugotovljeno je bilo, da imajo 
rastline, gojene na gojišču z dodatnim TDZ, močnejši vigor. Rast teh rastlin je bila 
kompaktnejša.  
 
Ugotovljeno je bilo tudi, da je koncentracija in kombinacija avksinov ključna za nastanek 
korenin. Gojišče, ki je vsebovalo naftalen ocetno kislino (NAA) s koncentracijo 0,05 mg/l 
in indol-3-masleno kislino (IBA) s koncentracijo 0,1 mg/l, je tvorilo rastline, kjer je bila 
izražena največja izdolžitev korenin (Wang in sod., 2009). Dobro rastoče in vitro rastline so 
po tretiranju z 0,2 % (w/v) Bavistinom, ki je fungicid s sistemičnim načinom delovanja, potrdili 
po dvostopenjskem procesu. Sprva so bile rastline tri do štiri tedne na aklimatizaciji v prostoru s 
kontroliranimi razmerami, nato pa še dva tedna v senci (Wang in sod., 2009). To je omogočilo 
uspešno aklimatizacijo 95 % rastlin. Po nadaljnjih treh mesecih jih je na polju preživelo 99 
%.  
 
Lata in sod. (2016) so v svoji raziskavi opisali enostaven, učinkovit in enodelni sistem za 
hitro razmnoževanje rastlinskih poganjkov in in vitro koreninjenje nodalnih izsečkov z 
uporabo aromatičnega citokinina meta-topolina. Rezultati raziskave so pokazali, da je bilo 
največje povprečno število poganjkov (13,44 ± 1,38) pridobljeno na MS gojišču z dodanim 
2 µM meta-topolinom. Najdaljša dolžina poganjkov je znašala 11,44 ± 0,80 cm. Vsi rastlinski 
izsečki, ki so bili dani na to gojišče so tvorili poganjke. Pri uporabi MS + 0,5 µM TDZ gojišča so 
dobili največje povprečno število poganjkov, ki je znašalo 11,89 ± 0,93 in povprečno dolžino 
poganjkov 7,35 ± 0,58 cm. Na gojišču z dodanim meta-topolinom so dosegli številčno več 
poganjkov in daljše poganjke v primerjavi s TDZ gojiščem. Rastline so rastle z velikim vigorjem na 
gojišču tri do štiri tedne, ko so se pojavile prve korenine. Po šestem tednu so se pojavile popolnoma 
zdrave in dokončno razvite korenine. Ločeno gojišče za iniciacijo korenin ni bilo potrebno. Najboljša 
koncentracija za koreninjenje je bila 2 µM meta-topolina. Regenerirani poganjki so bili  v 
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povprečju sposobni razviti 14 korenin na enem poganjku v štirih tednih po premestitvi na MS 
gojišče z dodanim 2 µM meta-topolinom. Korenine, ki so rastle pri koncentraciji 2 µM meta-
topolina na MS gojišču, so bile sposobne tvoriti robustne, močno razvejane in debele 
korenine. Koncentracija meta-topolina, katera presega 4 µM, je delovala inhibitorno na 
rastline (Lata in sod. 2016).  
2.2.5 Adventivna regeneracija 
Za uspešno opravljanje genskega inžinirstva moramo pri rastlinskem materialu doseči 
visoko stopnjo adventivne regeneracije, saj le tako lahko pridemo do želenih rezultatov v 
kar se da kratkem časovnem obdobju. Zaradi tega razloga je ključno, da preizkusimo 
sposobnost adventivne regeneracije različnih organov in tkiv. Popescu in sodelavci (2010) 
navajajo, da je poznanih več dejavnikov, ki jih moramo nujno zagotoviti za uspešno 
regeneracijo. Regeneracija je večinoma odvisna od genotipa, starosti, okolja in tipa izsečka. 
Uspeh je v veliki meri odvisen tudi od matičnih rastlin. Za kar se da dobro regeneracijo 
moramo uravnavati dejavnike kot so: gojišče, svetloba in temperatura (Mingozzi in sod., 
2009). Dokazano je bilo, da so endogeni ogljikovi hidrati vključeni v proces regeneracije 
(Thorpe  in  sod., 1986; Mangat in sod., 1990; Fortes in  Pais,  2000;  Li  in  Leung,  2000).  
 
V svoji raziskavi so Chaohua in sod. (2016) z namenom spodbujanja adventivne regeneracije 
uporabili razrezane majhne koščke kotiledonov navadne konoplje. Uporabili so kotiledone, 
saj omogočajo pridobitev mnogo izsečkov ne glede na vegetacijo rastline. Inokulirali so jih 
na MS gojišče (Murashige in Skoog, 1962) v katerem so bili hormoni BAP, zeatin (ZT) ali 
TDZ posamično oz. v kombinaciji z NAA. Kotiledoni so se regenerirali s klorotičnim 
kalusom brez tvorbe korenin, na gojišču, ki je vsebovalo BAP in ZT. Kotiledoni so tvorili 
zelen kalus na gojišču s TDZ.  Tvorile so se tudi korenine. Ugotovljeno je bilo, da je TDZ 
učinkovitejši od BAP in ZT. 
2.2.6 Reporterski in selekcijski geni 
Za selekcijo  med transformiranimi in netransformiranimi rastlinami uporabljamo specifične 
selekcijske gene. Med najpogosteje uporabljene selekcijske gene sodijo geni  za odpornost 
na antibiotike (npr. (nptII, hptII in cat). Gen nptII kodira encim neomicin fosfotransferazo, 
ki inaktivira antibiotik kanamicin in hptII gen kodira encim higromicin fosfotransferazo, ki 
inaktivira higromicin B ter cat gen kodira encim kloramfenikol acetiltransferazo s katerim 
onemogoči antibiotik kloramfenikol (Miki in McHugh, 2004). 
  
Tudi geni, ki kodirajo odpornosti na herbicide, so pogosto uporabljeni selekcijski geni. Tak 
primer je pat gen, ki kodira fosfinotricin acetiltransferazo, kateri inhibira herbicid glufosinat 
(fosfinotricin). Reporterski geni se uporabljalo za preverjanje aktivnosti določenega gena v 
rastlinah. Omogočajo sintezo določenih substanc, ki v rastlinah drugače niso naravno 
prisotne in preveriti uspeh vnosa in posledično izražanja transgenov. Reporterski in 
selekcijski geni se nahajajo v T-DNA zaporedju na binarnem plazmidu (Miki in McHugh, 
2004). 
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V splošnem obstajata dve skupini reporterskih genov, kateri določajo lastnosti reporterskih 
proteinov. To so fluorescentni reporterski proteini in proteini, ki za izražanje potrebujejo 
dodatek substrata. V prvo skupino spadajo tisti geni, ki kodirajo različne proteine, ki 
fluorescirajo - oddajajo fluorescentno svetlobo. Primer so proteini iz anemon in koral 
ZsGreen, ZsYellow, AmCyan, DsRed  in proteini iz morskih nevretenčarjev npr. GFP. 
Pozitivna stran teh fluorescentnih reporterskih proteinov je ta, da ni potrebno uničiti vzorca 
pri analizi in substrat ni potreben za detekcijo. Uporaba fluorescentnih reporterskih 
proteinov nam omogoča, da spremljamo in identificiramo prostemu očesu nevidna stanja v 
fazi razvoja rastlinskih tkiv (Ckurshumova in sod., 2011). Ker so fluorescentni proteini zelo 
svetli, visoko topni in ker omogočajo širši izbor barv, so zato zelo primerni za nadaljne 
raziskave (Wenck in sod., 2003; Wenck, 2006). 
 
V drugo skupino štejemo GUSA gen, ki kodira encim β-glukuronidazo oz. GUS protein. 
Aktivnost tega proteina določamo s histokemičnim testom, kjer encim hidrolizira substrat 5-
Br-4-Cl-3-indolil-β-D-glukoronid dimetlformamid (X-Gluc). Če je encim aktiven se 
posledično pojavijo modro obarvani produkti (Jefferson in sod., 1987). Poznamo tudi hrošča 
Photinus pyralis kateri je nosilec luc gena, ki kodira polipeptid ff-LUC. Polipeptid reagira z 
luciferinom kar povzroči svetlobno reakcijo (Ow in sod., 1986).  
2.3 NAVADNA KONOPLJA (Cannabis sativa L.) 
Navadna konoplja (Cannabis sativa L.) izvira iz severozahodnega dela Himalaje na območju 
od Kaspijskega morja do Aralskega jezera (Kocjan Ačko, 2015). Konoplja je dvodomna 
enoletnica, kar pomeni, da svoj vegetativni in generativni cikel opravi v isti rastni sezoni. 
Na posamični rastlini se razvijejo ali klasasti ženski ali latasti moški cvetovi. Uvrščamo jo v 
družino konopljevk (Cannabaceae), kamor uvrščamo tudi vrsti  Cannabis indica 
in Cannabis ruderalis. Navadna konoplja je tujeprašnica, kar pomeni, da se pretežno ali v 
celoti opraši s cvetnim prahom druge rastline. Izbor sort glede želenega ciljnega pridelka 
nam omogoča raznolikost konoplje (Bouloc, 2013).  
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2.3.1 Indrustrijska konoplja v Sloveniji 
Na podlagi 3. člena pravilnika o pogojih za pridobitev dovoljenja za gojenje konoplje in 
vrtnega maka (Uradni list RS, št. 40/11, 36/15 in 33/18) velja, da je v Republiki Sloveniji 
pod pogoji, določenimi s tem pravilnikom, dovoljeno pridelovati konopljo (C. sativa) za 
pridelavo semen za nadaljnje razmnoževanje, za stiskanje olja, za pridobivanje substanc za 
kozmetične namene, za hrano živali ali za pridelavo vlaken. Tretji člen pravilnika določa, da 
za konopljo po tej uredbi štejemo tiste sorte konoplje, ki so vpisane v veljavni seznam 
potrjenih domačih sort kmetijskih rastlin in tujih sort kmetijskih rastlin, za katere je bila 
dovoljena introdukcija v Republiki Sloveniji in pri katerih vsebnost tetrahidrokanabinola (v 
nadaljevanju: THC) v suhi snovi ne presega 0,2 %. 
 
V Sloveniji je v letu 2019 med drugimi oljnicami prevladovala konoplja za olje, ki je rastla  
na 354 hektarjih (SURS, 2019). V letu 2017 smo v Sloveniji imeli posejanih 260 ha njiv s 
sortami 'Finola', 'Fedora 17', 'Futura 75', 'USO 31', 'KC Dora' in pa 'Tiborszallasi', kar je 
predstavljalo 88 % vseh njiv posejanih s konopljo (Čeh in sod., 2017). 
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3 MATERIALI IN METODE DELA 
Poskus smo opravili v laboratoriju Katedre za genetiko, biotehnologijo, statistiko in 
žlahtnjenje rastlin na Oddelku za agronomijo, Biotehniške fakultete  Univerze v Ljubljani, 
v letu 2019/2020. Zaradi pandemije in razglasitve epidemije nalezljive bolezni COVID-19, 
ki jo povzroča virus SARS-CoV-2 na območju Republike Slovenije (Uradni list RS, št. 
19/20), je bilo izvajanje poskusev za več mesecev onemogočeno. 
3.1 RASTLINSKI MATERIAL  
Semena industrijske konoplje (slika 1) smo za namen raziskave kupili od zadruge Konopko. 
Uporabljali smo sorto Finola, ki je finskega porekla. Sorta je diecična, kar pomeni, da so 
ženska in moška socvetja na različnih rastlinah. Zanjo je značilno najzgodnejše in hkrati 
najkrajše cvetenje. Značilen je visok delež kanabidiola (CBD). V višino zraste do 2 m. 
Uporablja se jo za vlakna in pridobivanje semena za olje. Žlahtnitelji so želeli doseči večji 
pridelek na hektar (kg semena/ha) (Finola, 2017). 
 
Za prvi poskus smo odbrali nepoškodovana semena v videzu in nakjučno odbrana semena. 
Naključno pomeni, da smo iz vrečke s semeni z roko na slepo jemali semena.  
 
Zaradi številnih okužb pri kalitvi semen smo se odločili, da v naslednjih fazah poskusa 
odberemo pod lupo le semena, ki imajo značilen zunanji izgled za konopljo. Odbrali smo 
semena, ki nimajo počene semenske ovojnice in imajo marmoriran videz (slika 1). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 1: Semena navadne konoplje sorte 'Finola' 
12 
Bordon A. Možnosti genske transformacije navadne konoplje ... bakterije Agrobacterium tumefaciens. 
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za agronomijo, 2020 
 
3.2 RAZKUŽEVANJE SEMENA 
Semena, ki smo jih predhodno odbrali, smo na začetku poskusa tudi razkužili, saj so semena 
lahko tudi same po sebi potencialni nosilec zunanjih povzročiteljev okužb. Semena smo 
razkuževali v 50 ml bidestilirane vode z dodanim razkužilom 1,66 % dikloroizocianurne 
kisline (DICA) in Tween20. 
3.3 GOJIŠČA 
3.3.1 Gojišče za kalitev semena 
Za kalitev semen smo uporabljali MS gojišče (Murashige in  Skoog, 1962) z vitamini (Duchefa, 
M0222), 30 g/l sladkorja saharoze, 8 g/l agarja in pH 5,8 (v nadaljevanju KON 0). Kalitev 
je potekala na 22 °C v temi.  
3.3.2 Gojišče za adventivno regeneracijo kalusa 
Za tvorbo kalusa pri izsečkih hipokotilov smo uporabili MS gojišče z vitamini (Duchefa, 
M0222) z dodanimi 30 g/l sladkorja saharoze, 8 g/l agarja, 0,2 mg/l hormona TDZ, 0,5 mg/l 
hormona NAA in pH 5,8 (v nadaljevanju KON 3). Hormona smo dodali šele po 
avtoklaviranju (121 °C; 1,13 bar; 15 min) in ohlajanju gojišča . Kalusiranje je potekalo na 22 °C 
v temi. Po osmih dneh na gojišču so bili izsečki hipokotilov pripravljeni za transformacijo z 
bakterijo A. tumefaciens, ki velja za vektor prenosa različnih genov s pomočjo binarnih 
plazmidov pCAMBIA1302 z vključenim reporterskim ZsGreen genom. Uspešna 
transformacija kalusa se lahko opravi na gojišču, ki hkrati omogoča razvoj kalusnega tkiva 
in hipokotilov s pomočjo bakterije A. tumefaciens.  
 
3.3.3 Gojišče za prekonočno gojenje A. tumefaciens LBA 4404 
 
Za prekonočno gojenje (slika 2) in namnožitev bakterije A. tumefaciens LBA 4404, ki je 
vsebovala binarni plazmid  pCAMBIA 1302-ZsGreen (Susič, 2014), smo uporabili gojišče 
(v nadaljevanju YEB), ki je vsebovalo 5 g/l saharoze, 5 g/l peptona, 5 g/l govejega ekstrakta, 
1 g/l kvasnega ekstrakta, 1 g/l magnezijevega sulfata (MgSO4·7H2O), antibiotik kanamicin 
v koncetraciji 25 mg/l, antibiotik rifampicin v koncentraciji 50 mg/l in pH 7. Prekonočno 
gojenje je potekalo na stresalniku pri 120 rpm in 28 °C. 
3.3.4 Gojišče za kokultivacijo 
Za kokultivacijo izsečkov hipokotilov z A. tumefaciens smo uporabili MS gojišče z vitamini 
(Duchefa, M0222), 30 g/l sladkorja saharoze, 8 g/l agarja, 0,2 mg/l hormona TDZ, 0,5 mg/l 
hormona NAA, 200 µM acetosiringona in pH 5,8. Hormona smo dodali po avtoklaviranju 
(121 °C; 1,13 bar; 15 min). Kokultivacija je potekala 72 h na 22 °C v temi. Uporabljali smo 
½ MS gojišče, ki vsebuje polovično koncentracijo MS gojišča (Duchefa, M0221), 10 g/l 
sladkorja saharoze in pH 5,8. 
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3.3.5 Gojišče za selekcijo 
Po tri dnevni kokultivaciji smo izsečke hipokotilov premestili na  selekcijska gojišča KON3 
z dodanimi različnimi koncentracijami antibiotika higromicina. Želeli smo ugotoviti najnižje 
še učinkovite koncentracije antibiotika za izsečke hipokotilov. Občutljivost smo testirali na 
5, 10, 20, 25 in 40 mg/l koncetracije antibiotika higromicin (slika 2).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 2: YEB gojišče za gojenje bakterije A. tumefaciens 
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3.4 POTEK DELA 
3.4.1 Razkuževanje semen 
Semena smo razkuževali v dvakrat destilirani vodi (50 ml), kateri smo dodali 1,66 % 
razkužila dikloroizocianurne kisline (DICA). V raztopino smo dodali dve do tri kapljice 
močila Tween20. Razkuževanje je potekalo 30 minut ob enakomernem in konstantnem 
mešanju na mešalu. Po končanem razkuževanju smo semena sprali z avtoklavirano dvakrat 
destilirano vodo. Sledila je inkubacija stotih semen v gojitvenih ploščah, ki imajo 25 ločenih 
prostorov z namenom preprečevanja okužb, torej v vsakem prostoru je bilo po eno seme. 
Imeli smo 4 gojitvene plošče. 
3.4.2 Rezanje hipokotilov 
Po sedem dnevni kalitvi semen v gojitveni plošči so bili hipokotili dovolj dolgi za rezanje 
na izsečke. Narezali smo 170 izsečkov in jih postavili na gojišče KON3 v temo za naslednje 
štiri dni. Vzporedno smo tudi  narezali hipokotile na razdalji 1, 2, 3, 4 in 5 cm od 
koreninskega vratu z namenom preverjanja ali razdalja od koreninskega vratu vpliva na 
regeneracijo hipokotilov na  gojišču KON3. Postavili smo jih v isto rastno komoro v temo 
na 22 °C. 
3.4.3 Transformacija hipokotilov 
Za postopek transformacije smo četrti dan po rezanju hipokotilnih izsečkov pripravili 
prekonočno bakterijsko kulturo. Bakterijo smo namnožili v prekonočni kulturi (od 15:30 do 
8:00 zjutraj naslednjega dne) v tekočem YEB gojišču na stresalniku pri 28 °C in 120 obratih 
na minuto. Naslednji dan smo YEB gojišče z namnoženo A. tumefaciens centrifugirali za 10 
min in 4000 obratih na minuto. Nato smo YEB gojišče odlili in v centrifugirke dodali ½ MS 
gojišče z acetosiringonom in za približno 15 min izsečke namakali v ½ MS gojišču z 
namnoženo A. tumefaciens. Nato je sledilo nekaj minutno osuševanje na filter papirju in 
premeščanje na sveže KON3 gojišče z dodanim acetosiringonom. Sledila je kokultivacija za 
nadaljne tri dni.  
3.4.4 Prestavljanje na selekcijska gojišča 
Po tri dnevni kokultivaciji smo izsečke deset minut spirali z antibiotikom timentinom v 
koncetraciji 200 µM z namenom zaustavitve rasti A. tumefaciens, da se ne bi prerazmnožila. 
Nato smo izsečke prestavili na filter papir za nekaj minut in šele nato na končna selekcijska 
gojišča. Selekcijska gojišča so bila sledeča:  
             - KON3 + 150 mg/l timentina,  
             - KON3 + 150 mg/l timentina + 5 mg/l higromicina,  
             - KON3 + 150 mg/l timentina + 10 mg/l higromicina,  
             - KON3 + 150 mg/l timentina + 20 mg/l higromicina,  
             - KON3 + 150 mg/l timentina + 25 mg/l higromicina, 
             - KON3 + 150 mg/l timentina + 40 mg/l higromicina. 
15 
Bordon A. Možnosti genske transformacije navadne konoplje ... bakterije Agrobacterium tumefaciens. 
   Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za agronomijo, 2020 
 
3.4.5    Preverjanje uspešnosti transformacije 
V končni fazi se je spremljala uspešnost transformacije preko epifluorescenčne stereolupe z 
ustreznim filtrom za detekcijo zelene fluorescence. Uspešno transformirani izsečki bi torej 
fluorescirali zeleno in prisotnost ZsGreen reporterskega gena bi bilo mogoče potrditi tudi z 
verižno reakcijo s polimerazo (PCR metoda). 
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4 REZULTATI 
4.1 KALITEV SEMEN  
Na začetku poskusa smo se srečevali z zelo velikim problemom okuženih semen in tudi 
problemom kaljivosti. V prvih ponovitvah je bilo običajno več kot polovica vseh semen 
okuženih in posledično je bilo nadaljnje delo (poskusi genske transformacije) onemogočeno. 
Zaradi okužb smo se odločili, da je potrebno rezultate kaljivosti in okužb evidentirati. Spodaj 
je grafični prikaz kaljivosti in okužb semen sedmi dan po inokulaciji na gojišče za kalitev. 
Slika 3 prikazuje rezultate kaljivosti in okuženosti tridesetih semen, ki so bila odbrana 
naključno. Od teh 30 semen je kalilo 13 semen (43 %) in 4 (31 % kalečih semen) so bila 
okužena. Nekalečih semen je bilo 17 (57 %) in od teh so bila 4 (24 % nekalečih semen) 
semena okužena. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Iz slike 4 je razvidno, da smo z odbiro nepoškodovanih semen (značilna barva, nerazpokana 
semenska ovojnica) uspeli zmanjšati število okuženih kalečih semen na eno okužbo od deset 
kalečih semen (10%). Pri nekalečih semenih smo potrdili okuženost pri sedmih semenih od 
dvajsetih (35 %). Po drugi strani pa smo dobili nepričakovani rezultat nekoliko manjše 
kaljivosti odbranih, nepoškodovanih, semen. Njihova kaljivost je bila namreč le 33 % (10 
kaljivih semen od 30), medtem ko je bila kaljivost naključno odbranih semen 43 % (13 
kaljivih semen od 30) (sliki 3 in 4). 
 
Zato smo se lotili novega poskusa, s katerim smo želeli preveriti ali na pojav in prenos okužb 
vpliva posoda za gojenje. Za ta namen smo odbrali 100 nepoškodovanih semen, jih 
sterilizirali po postopku opisanem v poglavju 3.4.1. Nato smo 50 razkuženih semen 
inokulirali v klasične okrogle petrijevke premera 90 mm (5 semen na petrijevko), preostalih 
50 semen pa v 2 gojitveni plošči, ki imata 25 fizično ločenih manjših razdelkov. Tako 
semena niso bila v stiku. 
 
Slika 3:Prikaz kaljivosti in okužb naključno odbranih semen prvega poskusa 
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Slika 4:Prikaz kaljivosti in okužb nepoškodovanih semen prvega poskus 
 
Boljše rezulatate smo dobili v gojitvenih ploščah 5x5, ki jih prikazuje slika 5 peti dan po 
setvi. Izmed 50 semen inokuliranih v gojitvene plošče 5x5 je kalilo 19 semen (38 %), 
medtem ko 31 (62 %) ni kalilo.  Kalečih neokuženih semen je bilo 17, okuženi pa zgolj 2. 
Nekalečih neokuženih semen je bilo 29, okuženi pa 2. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 5:Prikaz kaljivosti in okužb nepoškodovanih semen drugega poskusa gojitvenih ploščah 5x5  
 
 Na sliki 6 so prikazani rezultati peti dan po inokulaciji razkuženih nepoškodovanih semen 
v petrijevke. Graf prikazuje, da smo odbrali 50 nepoškodovanih semen z značilno barvo, 
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vzorcem in brez razpok lupine. Kalilo je 25 (50 %) semen, 25 (50 %) jih ni kalilo. Od vseh 
kalečih semen jih je bilo 6 okuženih. Od vseh nekalečih semen jih je bilo 7 neokuženih. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 6:Prikaz kaljivosti in okužb nepoškodovanih semen drugega poskusa v navadnih petrijevkah 
  
V poskusu, kjer smo preverjali kaljivost in okužbe pri gojenju semen v navadnih petrijevkah 
in v gojitvenih ploščah, ki imajo 25 razdelkov, smo prišli do naslednjih ugotovitev. Za 
nadaljne delo je ključna odbira samo nepoškodovanih semen in setev v gojitvene plošče s 25 
razdelki. Ugotovljeno je bilo, da se okužbe tako le minimalno ali pa sploh ne prenašajo iz 
enega semena na drugega in naslednje faze poskusa so tako brez okužb ali z zelo malo 
okužbami. Posledično je tak rastlinski material bolj primeren za nadaljnje delo.  
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4.2 PREVERJANJE ADVENTIVNE REGENERACIJE  
V nalogi nas je zanimalo ali lokacija rezanja izsečkov hipokotilov vpliva na adventivno 
regeneracijo. Narezali smo 25 izsečkov hipokotilov in sicer 5 izsečkov za vsak nadaljni 
centimeter oddaljenosti od korenin sejančkov. Tako smo narezali hipokotile na razdalji 1, 2 
, 3, 4 in 5 cm od koreninskega vratu sejančkov (slika 7). Postavili smo jih na KON3 gojišče 
in rezultate preverili po enem mesecu gojenja v tkivni kulturi. Ugotovili smo, da oddaljenost 
rezanja hipokotilov od koreninskega sistema sejančkov nima vpliva na adventivno 
regeneracijo. Vsi izsečki so kalusirali ne glede na oddaljenost od koreninskega vratu in na 
nobenem izsečku se niso regenerirale korenine. Tkivo je v tem času močno in dobro 
kalusiralo pri vseh 25 izsečkih brez znakov okužb. Slika 7 prikazuje rezultate po centimetrih 
oddaljenosti rezanja od korenin sejanca.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 7: Kalusiranje izsečkov hipokotilov narezanih 1, 2, 3, 4 in 5 cm od koreninskega vratu 
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4.3     PREVERJANJE USPEŠNOSTI TRANSFORMACIJE 
Glavni del naloge je bil poskus transformacije izsečkov hipokotilov rastline C. sativa s 
pomočjo bakterije A. tumefaciens.  Transformacijo smo izvedli na različnih selekcijskih 
gojiščih, ki so imela različno koncentracijo antibiotika higromicin. Osnova gojišča je bilo 
gojišče KON3, opisano v prejšnjem poglavju z dodanima antibiotikoma timentin in 
higromicin. Preveriti smo želeli katera koncetracija antibiotika higromicina vpliva najbolje 
na tvorbo transformiranega kalusa iz hipokotilov. 
 
Slika 8: Transformirani izsečeki hipokotilov na selekcijskem gojišču KON3 
 
Pozitivne rezultate genske transformacije izsečkov hipokotilov je pokazal selekcijski gen 
ZsGreen, viden tudi pod epifluorescentno lupo (slika 8). Izsečki hipokotilov so po uspešni 
kokultivaciji na gojišču z bakterijo A. tumefaciens začeli tvoriti kalus. Po desetih dneh je 
bil kalus že zelo lepo viden, ni pa ga bilo toliko kot po enem mesecu pri izsečkih, kjer smo 
preverjali tvorbo korenin. Izsečke smo na končna selekcijska gojišča z antibitikoma 
higromicin in timentin prestavili samo enkrat, saj je bilo mogoče opaziti pri nekaterih 
izsečkih bakterijski eksudat, katerega do datuma preverjanja prisotnosti ZsGreen proteina 
nismo opazili. Kljub bakterijskim okužbam se je transformacija reporterskega gena 
ZsGreen uspešno opravila, kar smo opazili pri številnih izsečkih na vseh različicah 
selekcijskih gojišč. Izsečki so zelo značilno fluorescirali kar tudi dokazujeta sliki 8 A in B. 
Na sliki 8A je lepo viden kalusiran izseček hipokotila, ki je bil inokuliran na selekcijsko 
gojišče KON3 z dodanim timentinom (150 mg/l) in higromicinom (20 mg/l). Na slikah 8 B 
je viden kalusiran izseček iz selekcijskega gojišča KON3 z dodanim timentinom (150 
mg/l) in higromicinom (40 mg/l). 
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4.4     VPLIV KONCENTRACIJE ANTIBIOTIKA NA TVORBO KALUSA 
Ker imajo hipokotili visoko regeneracijsko sposobnost v relativno kratkem času, smo se 
odločili, da bomo kljub uspešno opravljeni transformaciji preverili kako različne 
koncetracije antibiotika higromicina vplivajo na tvorbo kalusa. Zaradi bakterijskih okužb, ki 
so se pojavile na izsečkih hipokotilov v zadnji fazi poskusa po kokultivaciji, vpliva 
antibiotika na tvorbo kalusa ni bilo možno preveriti. Bakterijski eksudat je pri veliki večini 
izsečkov prerasel zunanjo plast izsečkov, zato pregled kalusa in vrednotenja ni bilo možno 
opraviti. Časovna omejitev pa ni dopuščala ponovne izvedbe poskusa v celoti.  
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI 
5.1 RAZPRAVA 
V poskusu genske transformacije smo uporabili sorto 'Finola', ki spada v skupino 
industrijske konoplje. Transformacija je bila opravljena z bakterijo Agrobacterium 
tumefaciens. Pred dejanskim začetkom poskusa se je izkazalo, da je čisti semenski material 
ključen za uspeh celotnega poskusa, od kalitve do konče transformacije in rasti kalusnega 
tkiva, saj smo v začetnih poskusih imeli zelo velike probleme z glivnimi in bakterijskimi 
okužbami rastlinskega materiala. Posledično je bilo delo onemogočeno vse dokler nismo 
optimizirali razkuževanje semen in iniciacijo kulture. Do te ugotovitve smo prišli, saj smo 
se  na začetku srečevali z izredno velikim odstotkom okuženih semen in posledično okuženih 
sejančkov tudi po razkuževanju. Za zadovoljivo odpravo okužb smo ugotovili, da je nujno 
potrebno odbrati semena, ki imajo barve in vzorce značilne za vrsto Cannabis sativa L. in 
imajo hkrati zunanjo semensko ovojnico gladko in nepoškodovano, ker so bile okužbe 
predvsem endogenega izvora in se jih s klasičnim razkuževanjem ni bilo mogoče preprečiti. 
Tako so se po pojavu micelija gliv lahko okužila še pred tem zdrava samena znotraj iste 
petrijevke in so se okužbe posledično razširile po vseh semenih znotraj petrijevke. 
 
Številne okužbe v zelo veliki meri delo omejujejo, zavirajo ali pa celo onemogočajo. V 
našem primeru so okužbe delo omejevale, do te mere, da nadaljnje delo ni bilo mogoče 
opravljati. Ugotovili smo, da lahko tudi okužbe proces zelo upočasnijo in omejijo, hkrati pa 
tudi, da so lahko resen problem tudi v nadaljnjih poskusih. Iz tega stališča izhajamo, da so 
nepoškodovana semena prvi in hkrati temeljni pogoj uspešnega dela in na koncu tudi pogoj 
uspešnih rezultatov. V prihodnje bi se problem endogeno prisotnih okužb lahko reševal tudi 
drugače, vendar zelo dobro izhodišče bi imeli s pravilno odbiro semen, kljub temu, da je ta 
proces zelo časovno potraten. 
 
Po odbiri nepoškodovanih semen, ki imajo značilno barvo semenske lupine in so nepočene, 
smo semena sterilizirali za 30 minut v 1,66 % raztopini DICA. Nato  smo vsa semena 
inokulirali v plastične gojitvene posode s 25 ločenimi razdelki. Spoznali smo, da je tudi ta 
korak ključen za uspeh celotnega procesa, saj so se tudi po odbiri semen in sterilizaciji včasih 
še pojavljale okužbe endogenega izvora, vendar če so bila semena ločena, se le-te niso širila 
na sosednja neokužena semena.  
 
Šele ko smo združili ti dve dognanji o semenih in o primerni posodi za kalitev, smo se lahko 
dokončno lotili pridobivanja zdravih sejancev in posledično zdravih izsečkov hipokotilov z 
namenom poskusa genske transformacije in pridobivanja gensko spremenjenih rastlin 
navadne konoplje.  
 
Zaradi pojava korenin na izsečkih hipokotilov, inokuliranih na KON3 v tekom naših 
preliminarnih poskusov smo zastavili še poskus, kjer smo preverjali ali na pojavnost korenin 
vpliva lega izsečka hipokotila na sejančku. Za ta poskus smo ohranili vse prvine prejšnjega 
poskusa, od odbire semen, sterilizacije, gojišča in rastnih razmer. Prišli smo do ugotovitev, 
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da razdalja rezanja izsečkov hipokotilov v nobenem primeru ne vpliva na kakršnokoli tvorbo 
korenin, saj se v tem poskusu le-ti niso tvorili.  
 
 
Kot navajajo Andre in sod. (2016), da so hipokotili zelo odzivni na okužbo z bakterijo 
Agrobacterium tumefaciens, lahko tudi mi z našim poskusom to potrdimo, saj so vsi izsečki 
hipokotilov vsaj delno izražali fluorescenco in posledično dokazovali uspešen prenos T-
DNA iz bakterije v rastlino. 
 
Feeney in Punja (2003) navajata, da nediferencirane celice ne tvorijo poganjkov. Tega 
nemoremo potrditi ali zavreči, saj nam časovna stiska ni omogočala, da bi lahko rastlinski 
material dlje časa spremljali in posledično z gotovostjo to potrdili ali ovrgli. Zagotovo pa je 
smiselno, da bi se iz uspešno transformiranih izsečkov poizkušalo regenerirati celotne 
rastline z vsemi razvitimi podzemnimi in nadzemnimi organi. Za celoten postopek 
transforamcije bi potrebovali bi od nekaj tednov do nekaj mesecev. 
 
Da je uspešnost genske transformacije pogojena z somatsko embriogenezo ter interakcijo 
med A. tumefaciens in sorto konoplje navajajo Nakajima in sodelavci (2020). Potrdimo 
lahko, da sta kultivar 'Finola' in bakterija A. tumefaciens kompatibilna, saj je bila okužba 
uspešna in posledično se je izvršila tudi transformacija. Ne moremo pa argumentirati 
oziroma primerjati kompatibilnosti z ostalimi sortami, saj smo poskus opravljali samo z eno 
sorto 'Finola'.  
 
Potrdimo lahko tudi trditve, ki jih navajajo Lata in sod. (2009a), da rastlinski rastni hormon 
citokinin TDZ pospešuje regeneracijo tkiv, saj je bil prisoten tudi v našem končnem KON3 
gojišču s koncentracijo 0,2 mg/l (poleg 0,5 mg/l hormona NAA). 
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5.2      SKLEPI 
-    Slabost samo površinskega razkuževanja semen je ta, da bakterije in glive, ki so endogeno 
prisotni ne moremo odstraniti in posledično se lahko okužbe izrazijo tudi po uspešni 
kalitvi.  
- Za površinsko razkuževanje je 1,66 % raztopina DICA primerno razkužilo. 
- Sorta 'Finola' je dovzetna za okužbo in transformacijo z bakterijo A. tumefaciens. 
- Izsečki hipokotilov so primeren rastlinski material za transformacijo vendar se 
pogosto lahko pojavijo okužbe. 
- Tvorba kalusa na inokuliranih hipokotilih je relativno hitra in intenzivna. 
- Bakterija A. tumefaciens je uspešen vektor prenosa genov v rastline navadne konoplje 
sorte 'Finola'. 
- Vneseni reporterski gen ZsGreen nam je omogočil detekcijo gensko spremenjenih 
celic kalusa s pomočjo epifluorescentne lupe. 
- Za uspešno opravljeno transformacijo je ključnega pomena odbira primernih semen, 
učinkovito razkuževanje in gojenje v posodah v katerih so kaleča semena ločena. 
- Pri delu je zelo pomembno ohraniti aseptične razmere ves čas poskusa, saj je to 
osnovni pogoj uspeha. 
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6 POVZETEK 
V magistrski nalogi smo na začetku poskušali pridobiti uspešno metodo za gensko 
transformacijo konoplje (Cannabis sativa L.) in hkrati ugotoviti kako ohraniti  aseptično 
kulturo v procesu dela.  
 
Na začetku magistrskega dela smo se srečevali z izjemno velikim problemom, t.j. okužbami 
semen. Običajno je bilo med in vitro kalitvijo okoli 50 % semen okuženih, kar je v končni fazi 
vodilo do tega, da so se nato okužila še ostala semena in sejanci, saj smo jih gojili v običajnih 
petrijevkah. Nadaljnji potek dela je bil zato onemogočen. Odločili smo se, da odberemo samo 
semena, ki imajo v celoti nepoškodovano semensko ovojnico in imajo hkrati značilno barvo in 
vzorec za vrsto navadna konoplja. Hkrati smo prišli do ugotovitve, da je zelo pomembno, da 
semena gojimo v posodicah z ločenimi razdelki. Le tako se okužbe ne prenašajo naprej in zgolj 
manjši odstotek semen ostane okužen. Ponavadi je ostalo okuženo eno ali dve semeni in se 
okužbe niso prenašale naprej. Problem pa so ostale okužbe endogenega izvora, ki se jih s 
površinskim razkuževanjem ne da odpraviti. Na tem mestu bi predlagal o razmisleku za odpravo 
tudi okužb tega tipa, ki so tako bakterijske kot glivične narave. 
 
Kljub temu, da smo po dolgotrajnih neuspelih poskusih v končni fazi le uspeli eliminirati okužbe, 
nam ni uspelo do konca opraviti vseh ciljev, ki smo si jih zadali. Zaradi dolgotrajnosti postopka, 
mnogih okužb in zaradi karantene, ki nam je delo onemogočala, smo lahko prišli le do stopnje, 
ko smo transformacijo uspeli potrditi zgolj na kalusiranih hipokotilih. Ideje, da bi nam uspelo 
vzgojiti celotno rastlino, zaradi časovne stiske nismo uresničili. 
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